RELACIONES ANTIGENICAS ENTRE DIFERENTES MUESTRAS DE ECTIMA
CONTAGIOSO (ORF) DE MEXICO

RESUMEN

Se examinaron las relaciones antigéni-
cas existentes entre 16 muestras de
ectima contagioso (ORF), de diferentes
partes de México, colectadas durante
distintos brotes en ovinos y caprinos
entre 1979 y 1984. Los diagnésticos
fueron confirmados por tincion negati-
‘va en microscopio electronico y las rela
ciones antigénicas se evaluaron me-
diante las técnicas de doble inmunodi-
fusion en gel (IDD), contrainmunoelec-
troforesis (CIE) y seroneutralizacion
(SN) en cultivos celulares (células
(PK15. En todas las pruebas se
empled un suero hiperinmune de
conejo y en las pruebas de precipita-
cion en gel también se ensayaron
sueros de cabras (concentrado por
dialisis), ovejas y corderos convales-
cientes de la enfermedad.

En IDD y CIE, con excepcion de dos
muestras, todas las demas al ser
enfrentadas al suero hiperinmune de

conejo y al de corderos convalescien-

tes formaron una sola linea de precipi-
tacién con respuesta de identidad entre
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ellas. No se observaron lineas de
precipitacion al utilizar los sueros de
cabra y ovejas convalescientes. De las
dos muestras que no dieron lineas de
identidad, una era de origen caprino y
otra de ovino, ambas demostraron
identidad parcial en IDD y se compor-
taron como serotipos diferentes al ser
evaluadas en SN.

INTRODUCCION

Distintas situaciones apoyan la posibi-
lidad de que existan tanto diferentes
serotipos como biotipos del virus del
ectima contagioso (EC):
* Resultados contradictorios al
intentar infectar en forma experi-
mental a especies distintas de los
ovinos y los caprinos;
* Diferente susceptibilidad a la
enfermedad de cabras y ovejas que
se crian en rebafios mixtos;
* Distinta localizacién de las lesio-
nes segun los brotes;

* Presentacion de la enfermedad en
forma recurrente 0 en animales
ya antes vacunados (Buddle y col.,
1984a, b; Tortora, 1985).

Sin embargo, los intentos por
demostrar estas diferencias han arroja-
do informacién contradictoria, en parte
como consecuencia de la utilizacion de
diferente metodologia experimental.



_Los primeros ensayos con el empleo de
pruebas de proteccién cruzada, reve-
laron aparente identidad entre mues-
tras inglesas y australianas (Seddon
y McGrath, 1931, citados por Sawh-
ney,1966a) y entre inglesas, francesas
y norteamericanas (californianas)
(Glover, 1932, citado por Robinson y

Balassu, 19881). Méas tarde Sawhney
(1966a,b) ,al utilizar seroneutralizacion

y observar las diferencias en las ca-

racteristicas del efecto citopéatico.

(ECP), concluye que mediante analisis
serolégico es posible distingulr mues-
tras de diferente origen. A conclusio-
nes similares llegan Precausta y Stell-
mann (1974), al usar seroneutralizacion
(SN), aunque subrayan el parentesco
antigénico de las cinco muestras
analizadas.

Sin embargo, en la actualidad se ha
demostrado la existencia de diferentes
indices de SN, entre muestras de un
mismo virus con diferente ntimero de
pases (8 y 137) en células de origen
bovino (Wittek y col., 1980). El uso de
enzimas de restriccion en el analisis
del genoma (ADN) viral, que es una
técnica de mayor sensibilidad para
- distinguir entre variantes del virus, ha
demostrado la existencia de estas
Ultimas incluso dentro de una misma
muestra (Wittek y col.,1980; Robinson
y ¢0l.,1982; Gassmann y col.,1985).
" Pese a lo anterior, el conocimiento
en torno a la existencia o no de
variantes antigénicas del virus, puede
ser informacién de utilidad en términos
‘epidemiolégicos y de profilaxis. De

‘hecho las. fallas de “vacunacioén” han’

sido siempre atribuidas a las diferen-
cias antigénicas entre las cepas,

aungue no se ha podido demostrar la -

relacion entre estas diferencias y la

proteccién cruzada entre cepas (Buddle

.ycol.,1984a, b}.

Del EC no se han desarrollado

vacunas inocuas: la profilaxis de la

enfermedad consiste en una técnica

semejante a la variolizacién,en la que
la piel del animal es escarificada con
un inéculo preparado con virus obteni-
do de costras-de casos clinicos o bien
de cultivos celulares que no atentian al -
virus (Robinson y Balassu,1981; Térto-
ra,1985 . El uso de esta técnica supone
el riesgo de dispersar variantes del
virus entre distintas regiones geografi- .
cas. En México,este procedimiento es
poco empleado,por lo que se consideré
de interés evaluar la existencia de
posibles variantes antigénicas del virus,
tanto por el empleo de muestras de
campo en la “vacunacion”,como por el
riesgo potencial de la introduccién de

-nuevas variantes del virus al utilizar

vacunas foraneas.
MATERIAL Y METODOS

Se evaluaron 16 muestras de EC,
obtenidas en brotes de la enfermedad
en diferentes regiones de México,en su
mayoria del centro del paisentre 1979 y

1984, en rebaflos ovinos, caprinos y -

mixtos. El diagnostico de EC se
confirmé por la observacién en micros-
copio elestronico de las particulas
-virales, mediante tincién negativa con
fosfotungstato de sodio a pH 7.4 y
60Kw, de los macerados de las costras
tipicas de la enfermedad. En el Cuadro
1, se resumen las principales caracte-
risticas de las muestras estudiadas.

Las costras obtenidas en los distin-"
tos casos clinicos fueron maceradas en
un mortero Ten Broeck, de tubo ¥y
mandril esmerilado de vidrio; se em-
plearon cantidades varlables de costra
entre 0.1 y 0.4 g, y para {a maceracién
se utilizd medio de cultivo celular
(MEM) adicionado de 2% de antibiéti-
cos (200 Ul de penicilina y 200 Mg de
estreptomicina por mi). Primero se
emplearon 5 ml de la solucién hasta.
lograr la completa disgregacion de la
muestra, luego se centrifugd a tempe--

‘ratura -ambiente por 10 minutos a
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CUADRO 1: Principales caracteristicas de las muestras de ectima

contagioso ({orf), empleadas en las pruebas de IDD ¥ CIE.

Mueifra Origen Especie Lgcallza01on b4 carégte- Fecha del brote
N ‘ risticas de la lesidn,
1 B,California 8.} caprino Costras en labios y muco- Febrero 1980
sa oral.
2 Edo. de México ovino Costras en labios, Agosto 1979
3 B,California S.| caprino | Papilomatosa en hollares. Febrero 1980
4 Desconocido caprino Aportada por el » Cen= Julio 1980
ap tral de Diagndstico-SARH,
5 " - L] " ] ’ " " L]
6 " " " ¥ ” " : "
7 Guanajuato caprino Costras ?n«lablos, perine Agosto 1980
y en labios vulvares.
8 Guerrero caprino | Costras en labios,. ' Agosto 1980
9 Edo, de México | ovino Papilomatosa en labios. Marzo 1981
10 Edo. de México ovino | Costras en labios. Mayo 1981
11 Edo. de México ovino Costras en labios. Junio 1981
g . Costras en labios y llce-
12 Edo, de Meéxico ovino ras en rodete dentario. Mayo 1981
13 Edo. de México ovino ‘Costras en labios. Enero 1982
14 Guanajuato caprino | Costras en labios y pezones| Enero 1983
15 Puebla ovino Costras en labios, Mayo 1983
16 Edo. de México | caprino | Costras en labios. Julio 1984




1000-1200 xg y el sobrenadante se
completd a 20 mi con solucién de
MEM. Los macerados asi obtenidos se
conservaron a -20°C hasta su utiliza-
:ciébn como solucionés antigénicas o
material infectante de cultivos celula-
-res. Parte de la muestra 1 fue
liofilizada, se suspendieron 10 g de Iz
‘costra antes macerada, en 2.5 | de
conservador para liofilizacién de pep-
tona-sacarosa (fosfato de potasio 2.7 g
- peptona 20 g,sacarosa 100 g en 1000 mi
“de agua deionizada), la suspensién se
fraccioné en unidades de 2 ml y se.
“conservd terminada la liofilizacion a
4°C. Esta muestra liofilizada,fue titula-
da en células BHK-21, clona 13, vy
demostré el ECP caracteristico del
virus del EC en diluciones de hasta
10-¥(Tértoray col.,1982).

Las relaciones antigénicas entre las
muestras fueron evaluadas con la
utilizacion de sueros de diferente
origen: un suero hiperinmune de
‘conejo preparado con lamuestra1; uno
de cabras convalescientes de la enfer-
medad, sangradas a las tres y cuatro
semanas de iniciado el brote del que se
obtuvo la muestra 16; uno de ovejas
adultas y otro de corderos de un mismo
rebafio, sangrados cuatro y c¢inco
semanas después de iniciada la enfer-
medad; no se realizd la evaluacién
antigénica de las costras de este brote
en este trabajo.

Para la obtencién del suero hiperin-
mune de conejo, se emplearon tres
conejos que habian dado respuestas
‘positivas a EC al ser escarificados en el
hocico con un indculo de lamuestrat y:
desarrollado las lesiones de papula-
pustula tipicas. Despuéslos animales
‘fueron inoculados por via subcutanea:
con el liofilizado de la misma muestra,
se aplicé en cada caso 1 ml cada
semana durante el primer mes, luego
cada 15 dias durante el segundo y
tercer mes y por Ultimo los animales
fueron sangrados por puncion cardiaca

una semana después de la novena
aplicacion. El suero se clarificé por
‘centrifugacion a 1000-1200 xg por 10
minutos, se filtré con membrana milli-
pore de .45 micras y se conservd a’
-20°C. La titulacion del suero se realizé
al enfrentar diluclones l aritmicas del
mismo de 10~' a ; contra las
diluciones 10~3de las muestras 258Yy9,

-que habian demostrado claro ECP en

cultivos primarios de piel de cabra
(Torres y col.;1982) .

Los sueros de cabra y ovinos fueron
procesados y conservados de la misma
forma que el suero de conejo. En el
caso de suero de cabras, después de
varios intentos con resultados negati-
vos en doble inmunodifusién (IDD),se
concentré al precipitarlo con sulfato de
zinc y luego se dializé en buffer de
barbituratos.

_La posible existencia de relaciones
antigénicas se evalud primero con las
pruebas de precipitacién en agarosa:
inmunodifusion doble (IDD) y contrain-
munoelectroforesis (CIE) y después se
empied la técnica de seroneutralizacion
{SN) en cultivos celulares.

El gel de las pruebas de IDDy CIE se
prepar6é con agarosa al 1%, con el

empleo de buffer de barbituratos LKB,

pH 8.6X0.1 con una fuerza i6nica de
0.02. En las pruebas de IDD se
utilizaron sistemas de cinco y seis
fosetas periféricas de 4 mm de didme-
tro para los antigenos,con una foseta
central de 6 mm de diametro para el
antisuero, con una distancia de 5 mm
entre fosetas. Previo a su utilizacién,el
suero de conejo fue adsorbido con un
macerado de costras de cabra obteni-
das de lesiones traumaticas. Cuando
se empled el suero de conejo, la
muestra 1 fue incluida en todos los
sistemas como testigo y cuando se
utilizé el suero de cabra se incluyod la
muestra 16. Los antigenos fueron

.ensayados sin diluir y a diluciones de
"1:2,1:4 y 1:8. Para correr las pruebas se
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llenaron dos veces las fosetas de

antigenos y sueros, se incubaron las

placas primero 24 horas a temperatura
ambiente y después 96 horas a 4°C en
camara humeda. Las placas se lavaron
24 horas con PBS, después otras 24
horas con agua destilada y al final se
colorearon con una solucién al 1 por
mil de negro amido en una solucién de
metanol-acético (negro amido 1g, me-
tanol 500 ml, acido acético 100 ml,
agua destilada 400 ml) (Cervantes,
1983). :

Las pruebas de CIE se corrieron de
acuerdo a la técnica descrita por.
‘Cervantes (1983), se emplearon los
mismos geles y buffers que en IDD,
cada foseta de suero se enfrentd en
finea contra dos fosetas de antigeno, to-
das de 4 mm de didmetro, separadas en .
angulo de 45°C y a 6 mm de la del
suero. Se aplico una corriente de 10 mA
durante 90 minutos, la migracién fue:
verificada con un colorante de referen-
cia (azul de bromotimol en solucién
acuosa al 1%). Los antigenos .se
ensayaron con las mismas diluciones
que para IDD y las placas también se
lavaron y tifieron con el mismo procedi-
miento que para IDD.

Las pruebas de SN se realizaron en
microplacas de 96 fosetas, de fondo
plano para cultivos celulares, sobre
células PK15 de alio pasaje (187
pases). En este caso sélo se ensayaron
las muestras 8 y 9, que demostra-
ron lineas de precipitaciéon de identi-
dad parcial en IDD y que se obtuvieron

de diferente origen,la primera de origen
caprino, de la costa del Estado de
Guerrero, a partir de un brote ocurrido
en agosto de 1980 y la segunda de
origen ovino del Municipio de Zumpan-
go,Edo. de México,obtenida en marzo
de 1981. Ambas regiones a una
distancia geografica aproximada de 600
km y sin relaciones de intercambio
pecuario entre estas especies.

Los dos macerados fueron probados
en diluciones logaritmicas de 10~ a
10™% al mismo tiempo se evaluaron
estas diluciones que habian sido
incubadas por una hora a 37°C con el
suero hiperinmune de conejo en su
dilucién 10® . Para tal fin las micropla-
cas se dividieron en forma vertical a ia
mitad, se utilizaron cinco fosetas para
la mezcla de la dilucién viral incubada
con el suero de conejo y las otras cinco
para la dilucién viral sin tratar. Las dos
hileras de fosetas verticales laterales
se mantuvieron sin tratar como control
“de células (16 fosetas). Las micropla-
cas se leyeron a las 72 horas.en funcién
de la presencia de ECP,los titulos de
las diluciones virales se compararon
con sus equivalentes incubados antes
con el suero de conejo, el titulo se
expresd en TDCss y logaritmo de base.
10, calculado por sl procedimiento de
Reed-Muench (Jawetz y col.,1973).

'RESULTADOS

E! suero hiperinmune de conejo en su
dilucién 10 3bloqued por completo el
efecto citopatico de las diluciones 10

CUADRQ 2: 1Indices de seroneutralizacidn de las muestras 8 y 9,
- enfrentadas al suero hiperinmune de conejo, calcula-
dos por el método de Reed~Muench (Jawetz et al., 1973)
Vvirus solo Vvirus + Antisuerc Indice Anti-log.
Muestra 8 o = 107°°7% mpc = 107423 _3.55  oo0282
Muestra 9 Tnc50='10'5'84 TDC, = 107483 ~-0.99 10232




-de las muestras de las costras 2,5‘8 v9
mieniras que en la dilucion 10~"*sélo
causo el bloqueo parcial del ECP en las
células de piel fetal de cabra. Este
resultado determind que el suero de
conejo se utilizara a la dilucién de 10
-en las pruebas de SN. '

. En las pruebas de IDD no se
observaron lineas de precipitacion
cuando se utilizaron los sueros de
cabra en su forma original y concentra-
do por dialisis; tampoco con el suero
de las ovejas adultas convalescientes..
Sin embargo, se obtuvieron resuitados
positivos al emplear el suero hiperin-
mune de conejo y el suero de los
corderos convalescientes; en ambos
casos y con todas las muestras
ensayadas,se observd ia formacion de
una sola linea de precipitacion. Con los’
macerados sin diluir, las lineas se
formaron el la proximidad de la foseta
central del suero,mientras que con las
.diluciones 1:4 y 1:8, las lineas se.
-establecieron a una distancia equidis-
-tante entre ia foseta del suero y las de
"los antigenos,lo cual facilité la lectura.
En todas las muestras las lineas
formadas coincidian en los extremos
con las de los antigenos vecinos,con
las caracteristicas de las respuestas de
identidad antigénica entre muestras;
con ' excepcién de las muestras 8 y 9
-en que se present6 un desplazamiento
de las lineas, propio de las reacciones
de identidad parcial.

En las pruebas de CIE,se obtuvieron
los mismos resultados que IDD, inclui-
do el hecho de que con ambos sueros
sélo se formé una linea de precipita-
¢ién con todas las muestras ensaya-.
das.

En la prueba de SN sobre células
PK15,el suero de conejo en su dilucién,
10~3determiné una reduccién en el ECP-
de las muestras 8 y 9, el efecto de
neutralizacioén fue mayor para la mues-
tra 8 con un indice de -2.55, mientras’
que con la muestra 9 fue de -0.99. Los

indices de SN establecidos por Reed-
Muench y sus diferencias se expresan
en el Cuadro 2.

DISCUSION

La prueba de IDD puede ser utilizada
con fines de confirmacién diagnéstica
para detectar la presencia de antigenos
del virus del EC en las costrag o
material sospechoso,como se demos-.
tré al emplear el suero hiperinmune de
conejo. Esta observacion coincide con
lo sefialado por otros autores (Sawhney
y col., 1983; Capurso y col.,1976),en
estos casos se recomienda,al igual que

-para otras pruebas diagnésticas en EC,
‘utilizar costras de las primeras tres

sermnanas de evolucion de la enferme-
dad, con objeto de evitar resultados
falsos negativos (Romero-Mercado y
col. 1973 .

Pese a los resultados positivos con
el empleo de suero de corderos, ios

‘resultados negativos obtenidos con los

sueros de las ovejas y de las cabras,
incluso concentrado este Gltimo; pare-
cen confirmar que la prueba de IDD es

-poco confiable si se pretende demos-
-trar con ella la presencia de anticuer-

pos precipitantes en el suero de los
animales enfermos o convalescientes,
esto coincide con observaciones de
otros autores (Sawhney y col., 1973;

-Capurso y col.,1976).

Debe destacarse que los sueros de
ovejas y cabras resultaron negativos a
pesar de que los animales fueron
sangrados en el momento en que se:

esperaban los mayores titulos de

anticuerpos circulantes y se ha sefiala-

-do como factible el uso de la prueba

IDD para evidenciarlos en este tipo de-
cuadros virales (Papadopoulos y col.,
1968; Puran Chand y col.,1985).

La prueba de CIE no se ha utilizado

con fines diagndsticos en EC. Los

resultados obtenidos en este trabajo
sugieren los mismos comentarios que

gy



_paralDDcon el inconveniente agregado
de que esta prueba requiere de un
-equipo mas sofisticado para su realiza-
cién. La CIE amplia el margen de

deteccion de precipitinas en el suerode

animales inoculados con viruela ovina

de 5 a 45 dias postinoculacion,contra el

margen de 10 a 30 dias demostrado en
los mismos animales por IDD (Puran
Chand y col.,1985). Sin embargo,debe

sefialarse que la viruela ovina produce.
viremia y cuadros sistémicos graves,

situacion que no se presenta en EC.

Las diferencias anotadas en IDD y
CIE entre el suero de los corderos y el
de las ovejas del mismo rebafio, en
parte puede explicarse por la diferente
gravedad y extension de las lesiones en
los animdales jdvenes y los adultos; las
lesiones son siempre mas severas en
los animales - jovenes, esto podria
determinar una mayor respuesta de
anticuerpos circulantes.

El suero hiperinmune de conejo que
se utiliza en estas pruebas, puede
prepararse en forma directa,tal como se
-hizo en este trabajo,con el macerado de
costras como antigeno, si se tiene la
-precaucion de adsorber después el
suero con costras de otro origen,suero
de cabra,ovino o tejidos epidérmicos,
para evitar respuestas de precipltacion
inespecificas (Sawhney y col., 1973;
Capurso y col.,1976). )

El hecho de que en todas las
pruebas de IDD y CIE corridas en este
trabajo, s6lo se formara una linea de
precipitacion, tanto con el suero de
congjo como con el de corderos
‘convalescientes, parece ser un indica-
dor con la confiabilidad suficiente de
que se tratd de respuestas especificas
a antigenos del virus de EC y de que la
adsorcion del suero de conejo con
costras de origen traumatico fue una
- altemativa eficiente para eliminar las
posibles respuestas inespecificas, en
este caso a las proteinas de origen
caprino (séricas y tisulares) presentes
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en la costra. Sin embargo, debe
consgiderarse la baja sensibilidad de
estas pruebas.en particular de iDD.

Las respuestas de identidad en las

lineas de precipitacion observadas en
"las pruebas en gel con la mayoria de las’

muestras y la de identidad parcial en el
caso de las muestras 8 y 9, pueden
considerarse como elementos indica-
dores de que- las muestras ensayadas
comparten un mismo determinante

.antigénico y si se considera la baja

sensibilidad de la prueba de IDD,puede
presumirse que se trata de un determi-

‘nante’ mayor. Estos resultados son’
“semejantes a l0s obtenidos en ia India
‘por Sawhne y col., (1973, con 15

muestras de ovinos y caprinos y por
Carpuso y col., (1976, con nueve
muestras ovinas en ltalia, ambos gru-
pos emplearon la prueba de IDD en sus.
trabajos. La demostracion de dilucién
10~3%el efecto citopatico de las mues-.
tras 258y 9,es un elemento agregado a
la existencia de relaciones antigénicas
entre estas muestras, aunque en este
caso no se cuantificara dicha relacion.
La respuesta de identidad parcial
entre las muestras 8 y 9 en las pruebas
de precipitacion en agarosa, si se
considera su baja sensibilidad, sumada
a las diferencias observadas en los
indices de SN de las mismas, son
suficientes elementos para considerar-
las como serotipos diferentes. Para los
adenovirus se ha establecido que dos
muestras con indices SN, separadas
por el equivalente a las diferencias
existentes en los indices de una
dilucién doble mayor de 16, deben ser
consideradas como serotipos diferen-
tes (Matthews, 1979). Si en este caso
se utilizaran diluciones dobles (2, 4, 8,
16, 32...) ladiferencia en los indices de
SN de las muestras 8 y 9 entraria en la

-observacién anterior, si se considera

que el logaritmo de 16 en base 10 es
1.204 y la diferencia obtenida en los
antilogaritmos de los indices es de



9.950. Es Importante jerarquizar las
diferencias de origen geogréafico y de:
especie de estas dos muestras.

. Pruebas mas sofisticadas como. el
uso de electroforesis en geles de:
poliacrilamida, han sefialado la exis-

tencia de importantes variaciones en la.

composicion peptidica de diferentes
muestras de EC, se sugiere que estas

variaciones corresponderian a compo-.

nentes antigénicos del filamento que
rodea a la particula viral y que en
,consecuencua podnan afectar la res-
puesta inmune al virus, aunque existan
respuestas cruzadas de seroneutraliza-
cion (Buddle y col., 1984q).

El anéalisis del ADN viral . con
enzimas de restriccion evidencia fuer-
tes variaciones en la composicion del
‘material genético del virus en distintas
muestras e incluso en una misma
muestra (Robinson y col., 1982; Wittek
y col., 1980; Gassmann y col., 1985).
Esta técnica ademas ha. permitido
demostrar estrechas semejanzas entre

los virus aislados en brotes severos de.

la enfermedad y los utilizados en las
vacunas vivas comerciales empleadas
en la misma region en los Estados
Unidos (Raffi y Burger, 1985) .

Si bien en este trabajo fueron
empleadas técnicas de rutina (IDD, CIE
y SN), se pudo demostrar la existencia
de fuertes asociaciones antigénicas
entre muestras de diverso origen, adn
entre aquellas que como la8 y la 9
pueden considerarse como serotipos
diferentes y seflalan la posibilidad de:
ciertas variaciones regionales. Los
resultados obtenidos permiten reco-
mendar el uso de cepas locales en la
elaboracion de indculos con fines
“vacunales” y evitar la introduccién de
“vacunas” foraneas, que ademas de no
asegurar la protecmon inmune, agrega-
rian el potencial riesgo de la introduc-
cion de variantes antigénicas poco
deseables para los animales no vacuna-
dosy expuestos a ellas.

SUMMARY

The antigenic. relationships among 16
_contagious ecthyma (CE) (ORF) isola-
tes were examined by doubleimmuno--
diffusion (AID), countercurrent immu-
noelectrophoresis (CIE) and culture
neutralization test (CN). Samples were
obtained from different parts of Mexi-
co, between 1979-1984, from clinical
cases in sheep and goats. The diagno-
sis was confirmed by electron micros-
copy in all cases. , ‘
The tests were performed using
convalescent lamb, sheep and concen-
trated goat sera, and a rabbit hyperi-
mmune serum. The antigens were
prepared from infected scabs grounded.
in a sterile mortar. The suspensions
were centrifuged at 1000-1200 xg for 10
minutes at room temperature and
supernatants were used as antigen.
Concentrated (dialysed) goat and
sheep convalescent sera failed to
produce the reaction with CE antigens
in AID and CIE. All the isolates
produced one precipitate lines with’

‘rabbit and lamb sera. The precipitation

lines developed in all cases were found
identicai,except between two of them:
with partial identity. These isolates, a
‘sheep and a goat isolate, investigated
by culture neutralization test,in PK15
cells, with rabbit serum, appeared to be
two different serotypes.
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